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La present e invention concerne de nouveaux derives d'et-D- 
-oligonucleotides, leur preparation et leur eraploi notammenfc cocme 
sondes penaettant la detection d'une sequence definie d'acides 
nuclei que s, corame nucleases art if icielles specif iques de sequences 
5 d*ADN ou d'ARN ou bien connne agents de blocage sSlectif de l'expres- 
sion d'un gene qu'il so it endogene (par exemple, gene oncogene) ou 
exogene (par example ADH ou ARN da virus, de parasites ou de bacte- 
ries) * 

Dans les demandes de brevet franca is FR 8301223 
10 (2 540 122) et FR 8411795 (2 568 254) ont Ste deer its des composes 
chiiiiiques constituas par un oligonucleotide ou un oligodfcsoxynucleo- 
tide comportsnt un enchainement de nucleotides nature Is ou modifies, 
c f est-S-dire des 0-D-nucleotides , sur lequel se trouve fixe par une 
liaison covalente au mo ins un groupe intercalant, qui possedent la 
15 proprietfi de bloquer s elect ivement l 1 expression d'un gene et qui, de 
ce fait, sont particulierement utiles en therapeutique comme 
substances entivirales, ant ibiot iques, antiparasitaires ou antituao- 
rales, 

Dans la demande Internationale PCT WO 83/01451 a ete 
20 decrite une methode pour bloquer la traduction de l'ARH measager 
(mRNA) en proteine par hybridation du mRNA avec un oligonucleotide 
ayant la sequence complementaire du mRKA, 1 Oligonucleotide Stent 
stabilise* sous forme phosphotriestex. 

II a maintenant ete trouve, et e'est ce qui fait l'objet 
25 de la presents invention, que des derives d T a-D-nucleotides forment 
des complexes d 'hybridation avec les sequences complSmentaixes d'ARN 
beaucoup plus stables que ceux formes avec l'ADN et que, vis-3-vis 
des ARMS, lea derives d'a-D-nudSo tides forment des complexes 
d 'hybridation plus stables que les derives de P-D-nuclfiotides 
30 naturels . 
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Lea nouveaux derives selon 1 * invention sont constitutes par 
un analogue d 1 oligonucleotide on d 'oligodesoxynucleotide comportant 
un enchalnement d 1 anoint* res a de D-naclfiotides eventuellenent lie par 
une liaison covalente & un radical intercalate et/ou & un radical 
5 chimique porteur d'tme fonction r€agissant directement on indirecte- 
ment avec les chalnes de nucleotides ("radical cnimique rSactif") 
et/ou d'un marqueur dont la presence permet one detection facile, le 
radical chimique pouvant egalement costs tituer le radical interca- 
laat. 

20 Les nouveaux derives d 'ot-D-oligonucleo tides selon la 

presents invention sont les produits de formule g fine rale : 




0 J 
\ 
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dans laquelle : 

- les radicaux B, ideutiques ou differents, representent 
chacun une base nudoique naturelle ou modif iee activable et/ou 
comportant tin group emeu t Intercalant* 

5 - les radicaux X, identiques ou different g, representent 

chacun un oxoanion 0~, un thioanion S~ f un radical alkylc ou alcoxy 
substitue eventuellement par un heterocycle azote, un radical 
amino alkyle, un radical eminoaleoxy ou un groupement -Y-Z, 

- L represente un a tome d'oxygSne ou de soufre ou un grou- 
10 pement — KH-, 

- J represente un atome d T hydrogane ou un radical hydroxy, 

at 

- u represente un nombre entier qui peut etre egal a zero, 
etant entendu que, 

15 - lor s que L represent ant un atome de soufre ou un groupe- 

ment -NH-, les radicaux K et R r , identiquea ou differents, repreaen- 
tent chacun un atome d' hydro gene ou un groupement -Y-Z ou Y'-Z T dans 
lequel Y et Y ' , identiques ou differents, repreaenteut chacun un 
radical alcoylene droit ou ramifiS (-alk-) ou un radical 

20 E E E E 

_p_S~ -P-O-alk-, -P-S-alk ou -P-alk- dans 1 equal E a les m ernes 
M (J II II 

O 0 O O 

significations que X, ou un radical -alk-O-alk- ou un radical 

E 

25 -alk-CO-NH-alk- ou un radical -P-0-alk-NH-CO-alk- ou un radical 

U 

E 0 
-P-O-alk-CO-NH-alk- , et Z et Z*. Identiquee ou differents* reprfisen- 

ft 

tent chacun un radical correspondent 4 un agent d 1 intercalation ou 
30 un radical porteur d*une f one t ion qui reagit direetemant ou indirec- 
tement avec les chalnefi de nucleotides ou un radical dont la pr§- 
sence permet une detection facile, 
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- lorsque L representant un atome d'oxygeiie, les radieaux 
R et R' , id antiques ou dlfferents, repr&sentent chacun un atoms 
d'hydrogene ou un groupement -Y-Z- ou Y f -Z T dans lequel Y, Y', Z et 
Z' sont definis comme pr £c£d eminent , £tant eat end u que 1 'un au mollis 
des radieaux R et R' contlent un radical Intercalate ou un radical 
chimique reactlf , 

- lorsque L represent ant un atome d'oxygene, R et R 1 
reprfisentent chacun un atone d'hydrogane at B represente una base 
nucl&lque modified activable. 

II eat entendu que, dans ce qui precede et c« qui suit, 
les ct-D-nucleosides (ft-B) correspondent a la representation 
suivante J 

(5')-0-CH 2 



0-C3') 

La formule generale (I) represente un enchalnement 
d T a-D-nucleotldes ldentiquea ou dlfferents et la nombre n+2 indique 
le nombre d T ct-D-nucleosides eontenus dans la molecule. De prSf Fran- 
ce, n est compria entre 1 et 50 et, plus part iculier amen t entre 1 et 
25. 

Les prodults de formule generale (I) seront designee par 
la suite par 1 T expression nvD-oligonucleotides afln de prficlser que 
les elements constitutive sont des a-D -nucl eos Ides et non pas des 
^-^-nucleosides qui sont presents dans les acldas nuclelquas 
naturals. 

Las agents d 'intercalation sont das prodults connus dans 
les techniques relatives aux acldes nacl&iques ; ce sont des compo- 
ses capables de h s t ±ntercaler n dans la structure des ADH ou des AKN, 
c*ast-a-dire capables de e'lnserer antra las plateaux da base des 
acldes nuclelquas. 
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Les agents d f intercalation sont genexalement choisis paxmi 
les composes polycycliques ayant une configuration plane tels que 
1 1 ecridine et ses derives, la furocoumarine et ses derives, la 
daunomycine et les autres derives de 1 ' anthracycline , la 1,10-phe- 
nanthroline, la pheiianthridine et ses derives, la proflavine, lea 
porphyrines, lea derives du dipyrido [1,2-a : 3',2 f -d] imidazole, 
l'ellipticine ou l'ellipticinium at lenrs derives at le diazapyrene 
et ses d£riv€9. 

Les radicaux chimiques r&actifs sont das radicaux pouvant 
reagir directement ou indirectement avec une chalne de nucleotides 
pour former une liaison covalente ou pour la modifier chimiquement 
ou pour la couper. De preference, ces radicaux chimiques reactifs 
sont activables, par exewple, par voie chiraique, biochiwique ou 
photochimique . 

Les radicaux reactifs activables sont generalement choisis 
parrai l'acide e^hylene-diamina-tetraacetique, l'acide diethylene- 
-triamine-pentaac§tique, les porphyrines, la 1,10-phenanthroline, 
l'azido-4 acStophenone, 1'ethylene-imine, la 0-chloroethylamine et 
leurs derives, et les composes aromatiques absorbant les radiations 
du proche ultra-violet ou du visible ou pouvant reagir chimiquement 
avec les constituents nucleiques. 

Plus particulierement, les radicaux chimiquement activa- 
bles en presence d'ions metalliques, d'oxygene et d'un agent rSduc- 
teur Cacide ethylene-diamine-tetraacetique, acide difithylene-tria- 
mine-pentaacetique, porphyrins phenanthroline) induisent la coupura 
dans des sequences d'acides nucleiques situees dans laur voisinage. 

Par irradiation dans la demaitte du visible ou du proche 
ultra-violet, il est possible d'activer les derives qui absorbent 
ces radiations et de realiser des reactions de pontage ou das 
reactions photo-induites <coupure et modification des bases nuclei- 
ques) des acides nucleiques aur lesquels est fixe 1 f o>-D-oligonucleo- 
tide porteur du group emant activable. 
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ment cites 



Paroii las radicaux 2 et 2' peuvent etre plus particuliere- 

3 : 

- les radicaux dfirlvSa de l'acide gthyl6ne-d±amine-t€tra- 
ac€tique de formule : 




- les radicaux derives de l'acide diSthylene-triamiTie-peii- 
taacfctique, 

- les radicaux derives de la mSthylpyrroporphyrine de 
formule : 



— NH 




CH3 



C 2 H 5 



les radicaux derives de la phenanchroline de formule : 
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les radicaux derives de l 1 acrid in e 




OHe 



les radicaux derives de la proflavine 




oYoYo 



R repr€sentant un groupenient amino (N*^ ou aa * < *° 



les radicaux derives de la bio tine 

fl 



II 

0 



les radlcaux derives de l'azido-4 acetophSnone de 
formole : 




b 3 < Vj^- 



6 



Le radical B est, de preference, choifii parmi lea bases 
nucleiques u&turelles (thymine, adenine, cytosine, guanine* uracile) 
mais 11 est possible d'utiliser des bases nucl&iques modifies. 
Peuvent etre cites l'amino-a adenine et ses derives substitues, par 
example, sur I'atome d f azote par un radical amlaoalkylene on par 
un radical azidophenylalkylene, la guanine substitute sur l T atome 
d'oxygene 0*, par exemple, par un groupement <©-alkylene)-9-acridi- 
ne» la (to-arainoalkyl)-amino-8-adenine et ses derives substitues sur 
le radical amino en & par un groupe acrldine, ou les derives haloge- 
nes ou asides teXs que le bromo-5 uracile, l'asido-B adenine, la 
7-deazaadSnina, la 7-d Sazaguanine . II est possible egslement d'uti- 
liser des derives des bases nucleiques coraportant un groupement 
intercalant ou un groupement chlmiquement ou photochiraiquement 
activable, 

De preference, le radical X represents un oxoanicn. 
Cepend&nt, le radical X peut represeuter un radical alkyle con tenant 
1 e 7 atomes de carbone (methyle, ethyle, propyle) , un radical 
alcoxy dont la partie alkyle contient I a 7 atomes de carbone 
(mSthoxy, ethoxy, dim & thyl-2 , 2 propyloxy) , un radical amino alkyle ou 
aroinoalcoxy de formule generale ft^H-alk-A- dans laquelle A repre- 
sent e una liaison ou un atome d'oxygene, -alk~ represent e un radical 
alkylane contenant 1 a 10 atomes de carbon* et H 1 et R 2 , identiques 
ou differeote, reprSsentent un atome d'hydrogSne ou un radical 
alkyle contenant 1 a 7 atomes de carbone on foment ensemble avec 
l f atome d' azote auquel lis sont lies un heterocycla azote saturfi a 5 
ou 6 chaSnons, etant entendu que la groupement RjR^K- peut Stre 
quaternarise, ou un radical alcoylthio dont la partie alcoyle 
contient 1 a 7 atomes de carbone. 

La prSsenta invention concern© egalement les produits de 
formule generale (I) sous forme de sals avec des bases ou des acides 
mlneraux ou organiques, sous forme zacemique ou sous forme d'isome- 
res R ou S optiquement actifa purs ou en melange. 
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Parmi lee prodults de forraule generale (I) plus particu- 
lar ement interessants peuvent etre cites : a-[ (Tp) n T] (Y^Zj ; 
Z 2 (Y 2 )a-t(Tp) ti T] ; Z 2 a 2 )a-[(r P ) n X]rY 1 )Z 1 ; Z 2 a 2 )a-d(CpCpTpTpApTp- 
ApTpT) ou A est un radical a-D-desoxy adenosine, C est vn radical 
5 a-D-d esoxycyt idine , T est le radical a-D-thymidlne» n est un nombre 
en tier compris entre I et 25 et Y^ et Y 2 representent un radical 
alcoylSne con tenant 1 k 10 a tomes de carbone et Z^ et represen- 
tent chacun un deriv^ de l T acriditie ou un derive de la proflavine on 
un derivg de la 1 , 10-phenanthroline ou un derive" de l'azldo-4 

10 acgtophenone ou un derivg de l'EDTA ou un derive* de la biotine. 

Les nouveaux prodults de formule g€n€rale (I) peuvent etre 
prepares par voie chimlque par des proceeds connus et, en particu- 
lier, ceux qui sent d&crits dans les demand es de brevets francais FR 
8301223 (2 540 122) et FB, 8411795 (2 568 254). 

15 Selon la present© invention, on peut preparer les derives 

tot element protegee et €11 miner les groupements protecteurs* Les 
prodults de formule genSrale (I) peuvent aussi etre obtenus en 
praparant, dans une premiere Stape, les derives non protege's compor- 
tant, par exemple* un groupement thiopbospbate a" l T une des 

20 extremites 3 1 ou 5 f ou aux deux extr&nitee 3' et 5' de la chaine 
d r a-D-oligc nucleotides puis en condensant le ou les groupe(s) 
thlophosphate(s) avec les derive© Z et/ou Z* porteurs d'un 
group ement halogenoalkyle ou d'un groupement ester alkylfi d'un acide 
sulfonique - 

25 Les prodults selon la presente invention 6 out constitute 

d'une chaine d 'a-D-oligonucleotides liee de facon covalente & un 
agent lntercalant ou 3. un groupe chimlque rfiactif ou 3. un agent 
intercalant et un groupe chimlque reactif . Dans ces nouveaux pro- 
dults, l'tf-D-oligomicleotide assure la reconnaissance de la sequence 

30 d 1 acide nuclei que complementaire , 1 T agent intercalant augment e 
fortement la stability du complex* d 'hybridation et le groupe 
chimique rfiactif conduit, par activation, a une reaction de pontage 
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ou a une modification chimique ou a une coupure de la chaine d'aci- 
des nucleiques complementaAres, Cas nouveaux prodults permettent 
done d'induire des reactions de pontage, de modifier ou d« coupe r 
avec une grande efficacite" une chains d'acidee nucleiques en un site 
determine prealablemeiit choisl. 

Les nouveaux produits de formula gene rale (I) selon 
!• invention et les produits de fcrmule g€n§rale (I) dans laquelle L 
represente un atone d'oxygene, R et R f representent chacun un atome 
d T hydro gene et B repreeente un base nucleique nature lie foment dee 
complexes d' hybridation avec lea sequences ceaplementalres d 1 AEN 
beau coup plus stables que ceux qui sent formes avec l f ADN» La 
stability peut etre mesurte par la temperature de demi -trans ition 
des complexes (T 1/2) lore d'une elevation de temperature. Les 
valours de T 1/2 sont daterminees a la concentration de 10 5 M en 
a-D_ 0 ligoimcleotide dans un tampon 3 pH = 7 contenant du cacodylate 
de sodium (IO'So et du chlorure de sodium (0,1 M) „ Les results ts> 
sont rasaembles dans les Tableaux 1 et II. 

Cette difference de stabilite des complexes d 'hybridation 
(Tableau I) pennet une inhibition prfif erentielle des ARNs messagere 
et des ABNs viraux sans risque important de provoquer des effets 
indesirablas au niveau de 1 T ADK du genome. 

De plus* vis-a-vis des APITs, les produits selon 1' inven- 
tion ferment ganeralenent das complexes plus stables que ceux qui 
sont obtenus a partir des derives des j3-D-nucleosides naturels. 

Selon les resultats du tableau II, les hybrides formes 
entre lea derives a-D-oligonucleotides de 1* invention et les sequen- 
ces d'aeide nucleique comportant une disposition de bases conplSmen- 
t aires sont beaucoup plus stables loraque les deux brine poesedent 
la meme orientation que lorsqVils sont antiparalleles . On en tend 
done par sequences d'acide nucleique comp 1 ement a ires aux derives 
a-D-oligonucleotides de l f invention des portions d'acide nucleique 
comportant des sequences de bases complement aires et orlentees dans 
le meme sens que les a -^oligonucleotides. 
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Les nouveauz produits de formule generale (I) selon 
l f invention et les produits de formula generale (I) dans laquelle L 
represente un atome d'oxygene. R et R f representent chacun un atorae 
d'hydrogene et B represent© un base nuclelque naturelle, qui posse- 
dent la propriete de se fixer fortement sur la sequence nucleique 
complementaire . peuvent etre utilises comme sondes pour detecter la 
presence d'une chafne de nucleotides complement aires . Cette detec- 
tion est facilitee par la presence d*un groupe fluorescent ou d*un 
groups blot ins dans ces molecules. 

Un autre objet de la preaente invention concerne 1' appli- 
cation des nouveaux produits de formula generale (I) selon V inven- 
tion et des produits de formule generale (I) dans laquelle L repre- 
sente un atome d'cxygene, E et representent chacun un atome 

d'hydrogene et B represente un base nucleMque naturelle au blocage 
specif ique de genes cellulaires ou d'agents pathogenies prealablement 
choisis (virus, bacteries, parasites)* De par leur configuration, 
les a-D-oligonucleotides selon l 1 invention sont beaucoup plus reels- 
tants vis-a-vis des nucleases que les derives de 0-D-nucleosides 
naturels , Cette stabilite vis-a-vis de l f hydrolyse enzymatique 
permet 1 1 utilisation des produits de formule generale (I) dans des 
experimentations in vivo ou in vitro en presence de nucleases. Da ce 
fait les a-D-oligcnucleotides selon 1* invention. prSsentent des avan- 
tages incontestables sur les derives de 3-D-nucleosides deja connus, 
Les nouveaux produits de formula generale <I> selon 
1' invention et les produits de formule generale (I) dans laquelle L 
represente un atoms d'oxygene. R et R f representent chacun un atome 
d'hydrogene et B represente une base nucleique naturelle sont 
particulierement utiles comme medicaments permettant de bloquer les 
genes indesirables exogenes (virus, bacteries. parasites) ou endo- 
genes (genes cellulaires. oncogenes). L T expression de ces genes peut 
etre bloquee en agissant soit directement sur l'ADH ou l'ARN porteur 
de V information genetioue soit sur I'AKH massager, copie du gene, 
en blaquant alors toute traduction par hybridation ou par hybrida- 
tion puis pontage ou modification ou coupure de I'ARN messager ou 
viral choisi comme cible. 
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Ce blocage peut etre realist en utillsant un prodult de 
formule generale (I) selon 1 'invention ou un prodult de formule 
generale (I) dans laquelle L represent e atone d'oxygene, R et R 1 
rep recent en t chacun un atome d *r ydrogdne et B represents une base 

5 nudelque naturella dont la sequence est complement aire de celle 
d*une region non complexes d'un ARK ou d T un ADH et, en particulier, 
d*un ARH messager. l f hybridation, suivle ou non du pontage* de la 
modification ou de la coupure de 1 T ARH messager ou viral, empeche la 
synthase de I'ARN ou de la protfiine correspondent e ou 1' expression 

10 des fonctions virales ou pares it aires. 

Si cat ARN ou cette protiine est vital pour le virus, la 
bacteria ou le parasite, les produits de formule generale (I) selon 
1' invention et les produita de fonaule generale <I) dans laquelle L 
represente un atoms d'oxygene, R et R' representant cbacuu un atoae 

15 d T hydrogene et B represente one base nucl€ique naturelle constitue- 
ront dee medicaments 3 activit§ antlvlrale, antibacterianne ou 
antiparasitaire. 

Si cet ARM ou cette protein© n'est pas vital pour l'orga- 
nisme. il est possible d T en suppriuter selectiveaent les effete, Dans 

20 ce cas, les produits de fonmile genSrale (1) selon 1' invention et 
les produits de fonmile generale (I) dans laquelle h represente un 
atome d'oxygSne, R et R 1 represented chacua. un atome d'hydrogene et 
B represente one base uucleique naturelle constitueront soit des 
medicaments a activite" antitumor ale lorsque le gene viae" ou eon ARK 

25 meseeger code pour une procaine lopliquee dans la transformation 
cellulaire, soit des m§dicaaients capables de supprimer le csractere 
de resistance aux antiviraux, aux antibiotiques ou aux antiparasi- 
talres lorsque la protGine codSe est responsible de 1 ' inactivation 
des antibiotiques, des antivixauac ou dee antiparasltaires ■ 

30 Des ef feta cytotoxiques specifiqoes peuvent etre obtenus 

par action d'un prodult selon 1 'Invention ou d'un prodult de formula 
generale (I) dans laquelle L represente un atoms d'oxygSne, E et K' 
represented chacun un atome d'hydrogfene et B represente une base 
naturelle aur une fo act Ion cellulalre indispensable S la cellule 

35 cible. 
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Les produits selon la presente Invention et les produits 
de formule gSnerale (I) dans laqualle L represente un atome d'oxy- 
gene, R et R r representent chacun un atome d'hydrogene et B reprS- 
sente une base nucl^ique nature lie pcuvent egalement fit re utilises 
pour accroltre la syatheae d'un ABH cm d'une proteine en agiasant 
sur un gene de regulation du gene codant pour l'ARN ou pour la 
proteine* 

Les produita selon la presente invention, qui possedent la 
propriety de se fixer fortement sur la, sequence nncleique complemen- 
taire puis d'induire le pontage, la modification ou la coupure de la 
chalne d'acides nucleiques en un site determine, sont utilisables 
comma reactifs specif iques de sequences et„ plus particulierement , 
comma nucleases artif icielles . lis peuvent etre utilises c amine 
reactifs en biologie ntoleculaire ou en genie genetique. lis peuvent 
etre Sgalement utilises pour obtenir des fragments d'acidee nuclei- 
ques, en particulier des fragments d'AHNs pour leaquels il n'existe 
pas de nuclSase specif ique de sequences. 
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Les exemples suivants, donnees & titre non limitatif, 
il lust rent la presence invention. 

Dans la description et les exemples, les abreviations 



suivantes eont uti lie fees : 


a-dA 


: a-D-2 '-dSsoxy adenosine 


a-dbzA 


: N-benzoyl-a-D-2 ' -d£s oxyad£nos±ne 


ct-dC 


x a-D-2 ' -desoxycytidine 


a-dbzC 


: U-benzoyl-tt-B-Z * -d£soxycytidine 


tt-dG 


: a -I>- 2 1 -d e* s oxy ga anos Ine 


or-dibG 


: N-isobutyryl-a-D-2 '-d£soxyguanosIne 


a-T 


: ct-D~ thymidine 


a-Tbz 


: a-D- thymidine S'-benzoyle 


a-ffsp)X] 


: a-D- thymidine 5 '-thiophosphace 


a-TCps) 


; a-D- thymidine 3*-thlcphosphate 


a-T(ps)R 






0 

-0 - P 




S-R 



ce-T(p(e))(Cnet) 2 : HO 




p (ocH 2 cH 2 ra) 2 



s 



ABB : acide benzohydroxamlque 

Cnet : £— cyanoSthyle 

DB0 s diaaa-1,8 bicyclo[5,4, 0] undScSne-7 

fit : €t*yle 

He t methyle 

MST : mesltylfenesnlfonyltStrazolide 

p : pho8phoest*r 

£ s p-chloroph€nylphosphoeeter 
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H 



CCM : chromatographie stir couche mince sur gel de 
sllice 

Syateme A : CH 2 C1 2 , MeOH (90-10, v/v) 
SystSme B : CHgClj, MeOH (85-15. v/v) 
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EXEMFLE I i a- (TpTpTpTpTpTpTpTp) (CH^ ) 

1) S'-O-CdlmethoxytrityDa-thymldiae 

A une solution da a- thymidine (3,6 g) dans la pyridine 
3 

anhydre (15 cm > , on ajoute sous agitation 5*35 g de chlorure de 
5 dimethoxytrityle. Apres 4 beures da reaction a la temperature 

ambiante on d6truit l'exces de chlorure de dirafithoxytrityle par 

3 

addition de methanol (3 cm ) . On evapore le solvent sous pre© a ion 
reduite ; le residu est reprls avec du chloroforme. La phase orga- 
nlque est lavee avec de l'eau puis sechSe et concentree* Le prodult 
10 est purifie" par chromatographic sur gel de slllce. Bendement 80 Z. 

2) S'-O-CdimSthoxytrlty^a-thymldine 3 , -(p-chloroph6nyl- 
phosphate) de pyrldinium 

On ajoute sous agitation, 3 -20°C, 3 equivalents de 
m&thyl p— chlorophenyl chlorophosphate & une solution de 9 

15 equivalents de dlm€thyl-l,5-tfitrazole dans la pyridine anhydre ; 
1 'addition terminee, on contlnoe 1 'agitation pendant une heure a la 
temperature ambiante, puis ajoute une solution de 1 equivalent de 
5 r -0-(d imethoxytri tyle) a- thymidine dans la pyridine. Aprea quelques 
heures de reaction a la temperature amblante, on ajoute alors de 

20 l'eau glacee et ex trait le diester avec du chloroforme. La solution 
chloroformique est s£chee et concentree sous press ion r€duite. Le 
diester obtenu sous forme de solution dans la pyridine est 
pratiquement pur pour etre utilise dans les Stapes sulvantes* CCM 
(systeme B) s Rf-0,18. 

25 3) a-thymidine S'-^p-chlorophenyl 0-cyanoethylphosphate) 

A une solution de (Dmtr)a-T(I tnmole) et de p-chloro- 
phenyl P-cyano€thylphosphate de t r im S thy lacamonlum (2 mmoles) dans la 
pyridine anhydre (10 cm 3 ), on ajoute 3 la temperature asnbiante et 
sous agitation du chlorure de meeitylene sulfonyle (3 mmoles) et du 

30 tStrazole (6 ranoles) . L' Evolution de la reaction est suivie par QW 
(systeme A), Lorsque la reaction est terminee, l'exces de chlorure 
de mesitylene sulfonyle est detruit par addition d'ean glacee. 
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Le triester cet extrait avec du chloroforme. La phase organique est 
lavee avec une solution eaturee de bicarbonate de sodium puis avec 
de l'eau, eechee et concentree. Le residu obtenu est trait 5 ensuite, 
pendant 15 minutes, a 0°C, avec 15 cm d'acide benzene sulfonique 
[solution 12% dans CHCl 3 -HeOH (7-7, v/v)] puis la solution est 
neutrallsee avec one solution de bicarbonate de sodium. Le pxoduit 
est extrait avec du chloroforme, la phase organique eat lavee avec 
de l'eau glacee, sechee et Svaporec. Le residu obtenu eat purifiS 
aur une colomie de gel de ailice (eluant : CHjCl^eOH) . CCM 
(systeme A) Rf ;&0,27 ; rendement : 70 %. 

4) (Dmtr)a-(T£Tfl)Cuet 

On fait reagir sous agitation pendant 2 heures a la 
temperature ambiante une solution de 0,6 mmole de (Dmtr)*-Tg 
(example 1-2) , de 0,5 mmole de a-T£ Cnet (exemple 1-3) et de 1,5 
mmole de mesitylenesulfonyltetrasolide (M5T) ^dans 4.5 cm de 
pyridine anbydre ; on ajoute ensulte 0,5 cm" d'eau glacee et 
continue 1 T agitation pendant 30 minutes. On concentre la solution 
sous pression rSduite. Le rSsidu est repris avec du chloroforme ; la 
phase organique est lavee avec une solution aqueuse a 5 X de NaHC0 3 
puis sechee et evaporee sous pression reduite, Le produit est 
purifie aur one colonne de gel de silice (eluant : CH^l^eOH) . CCM 
(systeme A) : Rf«0,50 at 0,52 ; rendement 72 X. 

5) (Dmtr)a-(rprfl) 

On fait reagir pendant 2 heures a la temperature 
ambiante une solution de (Dmtr )a- (T$r« Cnet (0,3 mmole) (exemple 
1-4) et de 1 cm 3 de triSthylamine dan© la pyridine (2 em ) . On 
chasse les produits volatile sous pression rSduite puis precipite le 
diester par agitation dans l f ether. CCK (systeme B) : Rf*0 f 19. 

6) (Dmtr)a-(Tj) 4 Cnet 

La compose (Dmtr)a-(Tfl) 2 Cnet (0,2 mmole) est traitS 
avec l'acide benzene sulfonique a 0°C pendant 15 minutes. Le melange 
est repris avec 40 cm 3 de chloroforme. La phase organique est lavee 
avec une solution aqueuse de HaHC0 3 puis sechfie sur »a 2 S0 4 et 
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cone en tree sous press ion xedulte* Au residu obtenu on ajoute 0,25 
mmole de (Dmtr)a-(T$T£) . Apres avoir sectiS le melange par co-evapo- 
ration avec le pyridine anhydre, on ajoute 3 cxn^ de pyridine ahhydre 
puis 0,6 mmole de MST et lalsse le melange reactlonnel £ la tempera- 
5 ture ambiante pendant 2 heures. On detruit l T excfis de rSactif de 
couplage par addition d'eau glacee pule termlne la preparation comme 
dans 1' example 1-4. 

7) (Dmtr)a-(T£) g Cnet 

En remplacant le dlnucleotlde (Dmtr)«-(T$ ) 2 Cnet par 1* 
10 tfitranudeotide Ohntr)a-(Tg)^Cnet et en op&rant comme dans 1-5 et 
1-6 on obtient l'octanucleotide totalement protege. 

8) (DiDtr)^(T#) g (CH 2 ) 5 Acr 

(Dmtr)a-(T$) c Cnet (0,01 mmole) est traite pendant 2 

3 

heures S la temperature ambiante avec 0,3 cm d T une solution dc 
15 pyridine-tri 6 thy lamina (2-1, v/v) . On chasse le eolvant sons pres- 
8 ion r&duite et lave le d tester obtenu sous forme de sollde avec de 
1 'fither puis le seche sous pression xeduite. Le dlester est ensuite 
couple avec 0,02 mmole de methoxy-2 chloro-6 (o-hydroxypentylamino) - 
9 acrid ine en presence de MST (0,04 mmole) dans la pyridine anhy- 
20 dre ; on tennine ensuite la preparation comme dans l'exemple 1-4. 

9) a^(Tp) 8 (CH 2 ) 5 Acr 

L'octanucleotide (Dmtr)a-(Tj) & (CE 2 ) 3 Acr est traite" 
pendant 24 heures a" la temperature ambiante avec une solution 
molalre en aclde benzohydroxamique (ABH) et en diaaa-1,8 b icy do 

25 (5»4»0) endecene-7 (DBO) dans la pyridine anhydre (en u tills ant 10 
equivalents de ABH-DBU par Equivalent de phosphotriester axyl€ & 
d&prot&ger) . Le milieu reactlonnel est neutralise" avec du DOWEX 50 
(forme pyrldinlura) et evapox€ sous pression rfcduite. Le residu est 
ensuite traite avec l v aclde acgtlque 3 80 % pendant quelques heures 

3Q & la temperature ambiante pals l'acide acetique est Slim in 6 par 
co— evaporation plusleurs fols avec de l'ethanol. On reprend le 
residu avec de I'eau, lave la phase aqueuse avec de I'fither puis 
purifie le produit par HFLC. Le temps de retention du produit 
pur if ie est donne dans le tableau III* 
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EXEMPLE II : [Acr(CH 2 ) 5 ]a-(pT) 8 

1) a- thymidine 3 r -benzoyle,a-Tbz 

A me solution de (Dmtr)or-T (1 mmole) dans la pyridine 
anhydre, on ajoute sous agitation 5 la temperature ambiante du 
chlorure de benzoyle (1.5 nnnole) puis laisse le melange reactionnel 
pendant 48 heures & la temperature ambiante. On dfitruit l'exces de 
chlorure de benzoyle par addition d'eau glacee puia termine la 
preparation comae dans l'exemple 1-3, CCM (syst&ne A) : Rf 7vO,36 ; 
rend erne nt 7Z, 75 %. 

2) (Dmtr)or-(T$T)bz 

On opSre comma dans l'exemple 1-4 en remplacant l'a-T£- 
Cnet par le compose oc-Tbz. On obtient le dinuclfioeide monophosphate 
prot6g§. 

3) (Dmtr)a-[(T#) 3 T]bz 

En remplacant le dinucleotide (Dmtr)a-(Tf) 2 Cnet par le 
composS (Dmtr)a-(T^T)b» et en operant selon I'exemple I»6. on 
obtient le tetramicleosidetriphosphate protege\ 

4) (Dmtr>a-r(T0) 7 T]b« 

Le compose" 0>mtr)a-[ (Tf > 3 T]bz (1 equivalent) est 
detrityle" par l'acide benzene sulfonique ; le melange est repris 
avec du chloroforme et lave avec une solution aqueose de NeHCO^ puis 
s£ch£ et concentre. A ce residu on ajoute 1,2 Equivalents de (Dmtr) 
a _(T^> 4 (pr€par§ par decyanoSthylation du compost (Dmtr)a-(T5)^Cnet 
selon l'exemple 1-5). Apres avoir sSche" le melange par co-gvapora- 
tion avec la pyridine, on ajoute & la solution de pyridine 3 equiva- 
lents de MST et laisse le m&lange reactionnel sous agitation pendant 
2 heures a la temperature ambiante. On termine la preparation comma 
dans l v example 1*6* 

5) a-[(TP) 7 T]b*! 

Le compose de l'exemple II-4 est traitfi pendant 15 
minutes a 0°C avec l'acide benzene sulfonique [2 X en solution dans 
le chloroforme-mSthanol (7-3. v/v)]. Le melange est repris avec du 
chloroforme. La solution chlorof onaique est lavee avec une solution 
a<nieuse de NaHC0 3 puis sechee et gvaporee sous pression r€duite. Le 
rSsidu obtenu est utilise" dans l'Stape euivante. 
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6) a-[J(Tf) 7 T]bz 

On ajoute sous agitation et & -20°C, 6 equivalents de 
methyl p-chlorophenyl chlorophosphate dans la pyridine anhydre- 
L 'addition terminee, on continue l T agitation pendant 1 heure a la 
temperature ambiante puis ajoute une solution de 1 equivalent de 
tf _[(T$) 7 T]b2. Apr 6s 2 heures de reaction a la temperature amblanta, 
on ajoute de l*eau glacSe'puis extrait le produit avec du chloro- 
forme. 

7) [Acr(CH 2 ) 5 ]a-[g(T§) 7 T]bz 

On fait reagir pendant 2 heures a la temperature 
ambiante une solution de methoxy-2 chloro-6 (©-fcydroxypenty lamino) -9 
aeridine (2 equivalents), de a-[$ {Tj) ? T]bz (I equivalent) et de MST 
(3 Equivalents) puis t ermine la preparation comme dans l 1 example 
1-4. 

8) [Acr(CH 2 ) 5 ]a-(pT) 8 

L 1 oligonucleotide prot£gS (exemple II-?) est traite 
pendant 48 heures sous agitation a la temperature ambiante avec une 
solution molaire en ABH-DBU dans la pyridine anhydre (10 equivalents 
de ABH-DBU par equivalent de phoaphoester arylS a deproteger). A ce 
m€lange, on ajoute 2 volumes d'une solution de soude 0,4 M puis 
continue l 1 agitation pendant 1 heure a la temperature ambiante* 
Aprea avoir neutralise le milieu reactitnmel avec l'acide 
chlorhydrique, on lave la phase aqueuse avec de I'Sther puis purifie 
1' oligonucleotide deprotege par HPLC (le temps de retention est 
donni dans le tableau III) . 

Et 

EXEMPLE III : rAcr(CH 2 ) 3 N(CH 2 ) 2 ]a-[ (sp) (Tp) ? T] 

1) Bis-(3^yanogthyl)^iisDpropylamiJtto-phoflphite 

A une solution de 0-cyano*thanol (15 cm ) et de fcrime- 
thylamine (20 g) dans le melange d T ether (100 cm 3 ) et de benzene (50 
cm 3 ), on ajoute goutte 5 goutte a -5 ? C et sons agitation une solu- 
tion de 20 g de dichloro diisopropylamino-phosphite dans 40 cm 



• # 
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de benzene. L'addition terminee on continue I'agitation pendant 1 
beure a la temperature ambiante puis ^limine le chlorohydrate de 
trlm^thylamoonlum par filtration. On chasae le solvant sous pression 
reduite et purifle le produit par evaporation our couche mince 
(distillation mol&culaire) . 

2) a-r(Cnet) 2 «s)p>(T?> 7 Tjbz 

A one solution anhydre de a-£ (Tg) y T]b2 (1 equivalent) 
at de tetrazole (10 equivalents) dans le melange de solvant CH 3 CH- 
-DMF (50-50 , v/v) on ajoute sous atmosphere d f argon et sous agita- 
tion une solution de bis-(0-cyanoethyl)^iisopropylajnino-phosphite 
(5 equivalents) dans l f acetonitrile. Apres 30 minutes a la tempera- 
ture ambiante, on ajoute au melange rfiactionnel tine suspension de 
soufre (50 equivalents) dans la pyridine puis continue 1 'agitation 
pendant 90 minutes a 30°C« On ^limine l'exces de eoufre par filtra- 
tion, chasse les solvant s sous pression reduite puis reprend le 
residu avec du toluene ; la phase organique est lavee avec une 
solution aqueuse de NaHC0 3 puis sechee et concentrfie, Le produit est 
purififi par chromatographic sur gel de silice. 

3) a-[(sp)(Tp) 7 T] 

L f octanucleotide prSparS selon I'exetnple III-2 est 
traite pendant 48 heures a" la temperature ambiante avec une solution 
molaire en ABH et DBV (10 equivalents de ABH-DBU par equivalent de 
phosphotriester) puis avec 2 volumes d'une solution aqueuae de soude 
0,6 M pendant 24 heures. On neutralise le milieu rfiactioimel avec 
l'acide chlorfcydrlque, lave la phase aqueuse avec l f ether et purifie 
le produit par HPLC . le temps de retention du produit est donnfi dans 
le tableau III. 

Et 

4) [Acr(CH 2 ) 3 N(CH 2 ) 2 la-t(B P >(Tp) 7 T] 

On fait reagir pendant 5 heures a" la temperature 
ambiante une solution de <*-[ (sp> (Tp) ? T] (1 equivalent) et de metho- 
xy-2 chloro-6tS-(0-chloro€thyl, €thylamino)-3 propylamino]-9 acridi- 
ne (4 equivalents) dans un melange DHSO-H 2 0-NaHC0 3 a 5 % dans 1'eau 
(2-2-1, v/v) puis purifie le produit forme" par HPLC. Le tableau III 
donne la temps de retention du produit prepare. 



# 
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ESEMPLE IV : [Prof (CH 2 ) 3 ]Q-t(sp)(Tp) 7 T] 

Une solution de a-[ (sp) (Tp) ? T] {1 equivalent) at de 
N- (fe-bromop ropy 1) proflavine (5 equivalents) dans le melange de 
DMSO-H 2 0-NaHC0 3 a 5 % dans l'eau (2-2-1, v/v) est laissSe sous 
agitation pendant 20 heures a la temperature ambiance ; le produit 
obtenu est purifiS par HPLC. (La temps da retention du produit 
obtenu est doun€ dans le tableau III J 



EXEMPLE V : <Phe-CH 2 )a-[ (ep) (Tp) ? TJ 

On opere dans l T exemple III-4 en remplacant le 

derive de l'acridiue par la (N-iodoac£tylamino)-5 phenanthroline- 
•1,10, Le temps de retention du produit obtenu est donne dans le 
tableau III* 

EXEMPLE VI : [Acr (CH 2 ) 5 ]a-(pT> 8 (ps) 

1) a- thymidine 3 ^(bis-cyanofithylthiophosphata) 

En partant de (Dmtr)a-T (1 Equivalent) , de tetrazole (4 
equivalents), de bis-(P-cyanoethyl)-diisopropylaniino-phosphite (2 
Equivalents) et du soufre (30 equivalents) at en operant selon 
l'exemple III-2 on obtient le compose (Dmtr)o-T(p(s) ) (Cnet> 2 qui est 
ensuite detrityle par I'aclde benzene sulfonique selon I'eacemple 
II— 5. Le rendeiaent est de 55 Z. 

2) (Dmtr)a-[T0TKp(s))(Cnet) 2 

On opfere cotnme dans l 1 exemple 1-4 en remplacant le 
compose* a-T£Cnet par le compost a-T(p(s)) (Cnet) 2 . On obtient ainsi 
le dinudSotide qui est purifie" par chromatographic sur silice 
[filuant : CH 2 Cl 2 -H 2 0-A,c€tone (31-1-68, v/v)]. Le rendement est 
vols in de 84 % m 

3) (Dmtr)a-CTf) 6 Cnet 

On op fire comma dans l'exemple 1-6 en remplacant le 
dinucleotlde (Dmtr)a-(T#) 2 Cnet par le tetranucleotlde 0>mtr)a-(Tp) 4 
Cnet. On obtient ainsi 1 'hSxauucl&otide avec on rendement de 75 
CCM (systetne A) : Rf«0,31. 
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4) rAcr(CH 2 > 5 ]a-(flT) 6 £ 

En part ant. du compose <Dmtr)a-(T$) 6 Cnet et ea op&rant 
selon les exemples II-5, II-6 et II-7, on obtlent le compose [Acr 
<CH 2 ) 5 ]a-(PT) 6 ^Cnet qui est en suite traite avec la trietbylamine 
selon l'exemple 1-5. CCM (syst&ne B) 2 RF^0,44. 

5> tAcr{CH 2 ) 5 ]a-(^T) 8 (p(s))(Cnet) 2 

L'octamideotide est prepare par couplage de l'hexanu- 
cl&otlde [Acr(CH 2 > 5 ]a-(gT> 6 P {1 equivalent) avec le dinucleotide 
<*-(T$T) (p(s)) (Cnet) 2 (1 Equivalent) (prepare par detritylation do 
compose da l'exenple VI-2) en presence de MST (3 Equivalents) selon 
1' example 1-4* Le produit est purlfie sur gel de silica [Eluant ; 
CH 2 Cl 2 ^leOH (de 96-4 a 96-14, v/v)], 

6) [Acr(CH 2 ) 5 a-(pT) 8 (ps> 

En partant du compost prepare selon l T exemple VI-5 et 
en operant selon I'exemple II 1-3, on obtient 1 'octanucleotide 
deprot£g£ dont le temps de retention est docme dans le tableau 111* 

EXHMFLE VII : [ Acr (CH 2 > $ ]a- CpT) 8 <ps ) CH -^Q^> K 3 

Une solution de [ Acr(CH 2 ) 5 ]a-(pn g (ps) (1 equivalent) et 
de bromure de 4-azidoph£nacyle (4 Equivalents) dans le mSlang* de 
DMSO-H 2 O-NaHC0 3 d 5 % dans l T eau (2-2-1, v/v) est laissee bcus 
agitation pendant une heure & la temperature ambiante. Le produit de 
couplage est ensulte purifif par KPLC. Le temps da retention du 
produit obtenu est donnE dans le tableau III. 

EXEMPLE VIII : [Acr(CH 2 ) 3 ]tf-(pT) 8 (ps)CH 2 C0 2 " 

On fait rEagir pendant 3 beures a la temperature ambiante 
l'acide bromoacEtique (6 equivalents) avec 1 'oligonucleotide [Act 
(CHo) E ]a-(pT) 0 (ps) (1 Equivalent) selon I'exemple VII puis purlfie 
le produit form* par HPLC. Le temps de retention du produit obtenu 
est donne dans le tableau III. 
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EXEMPLE IX : a-(T£) 2 (CH 2 > 6 EDTAMe 3 

On fait reagir pendant une heure et & la temperature 
ambiance tine solution de (Diatr)a-(rj) 2 (1 Equivalent), de Me^EDTA 
(-CH 2 ) € -OH (3 Equivalents) et de MST (3 equivalents) , On detruit 
l'exces de r€act±f de coup 1 age par addition d'eau glacee puis 
tannine la preparation comma dans. 1' example 1-3. CCM (systeme A) x 
Rf 2^0,4. 

EXEMPLB X : [Acr(CH 2 ) 5 ]a^(pCpCpTpTpApTpApTitf) 
1) (Dmtr)a-d(b»A#) 

a) On melange de 3 T .5 '-di-Cp-nitrobanzoyl) 3-D- thymidine 
(3,6 mmoles) ec de N-benzoyladenine (12 nmoles) dans l'acetonitrile 
(22 cm 3 ) est trait § avec le bis -t rime thyl&ilylac&t&mide <15 inmoleB) 
puis avec du trimethylsilyltrif luoromethaneeulf on ate (4,7 nmoles) 
selon T. Yamaguchi et M. Saneyoshi (Chem. Fbani. Ball- 1984, 32, 
1441-1450). Le compos§ 3 * ,5 , -di-(p«nitrobena;oyl)at-.l>-d»(K-benzoylad§- 
nosine) [CCM {syatenie A) r Rf-0.55] est separe du derive V 9 5*-&±- 
(p-nitrobenzoyl)$-D-d-(N-benzoyladenosine) [CCM (aysteme A) : 
Rf-0,633 par chromatogTaphie sur plaque preparative de gel de 
silice. 

b) La 3 f ,5 r -di-(p-nitrobenaoyl)o>-D-d-(N-benzoylede- 
nosine) <1 g) dans le melange de solvant rdioxanne-4ieOH-CH 2 Cl 2 -H 2 0] 
(50 cm 3 ) est trait! a 0°C avec 5 cm 3 de sonde mo la ire. Lor s que tout 
le prodnit de depart eat transform* en a-ii-N-benzoyladenosine [CCM 
(CH 2 Cl 2 -4CeCH) (80-20 1 v/v) : RfM),383* le milieu xeactionnel est 
neutralist par addition de realne Amberlite IR 120 (forme pyridi- 
nium), puis la a-d-bzA eat pur if i fee par chromatographic stir gel de 
silice. 

c) Une solution de a-d-brA (1 equivalent) dans la 
pyridine anhydre est traitee pendant 4 hetires a la temperature 
embiante avec le chlorure de dimSthoxytrityle (1.1 Equivalents) puis 
on termine la preparation comma 1' example 1-1 et 1-2, CQ1 (systeme 
B) : Rf~0,32. 
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2) (Emtr) a-d (b2Af*TP)Cne t 

On opSre dans 1* example 1-4 en remplacant la G>mtr)a-T{l 
par la <Dmtr)a-d(bzAp) f on obtient le dinucleotide totalement 
protege . 

3) (Dratr)a-d(bzA^TP) 

Le dieater est obtenu par decyanoSthylation du compose 
X-2 salon l'exemple 1-5. 

4) Q>mtr)tt-d(bzAflTpbEA£T£)Cnet 

On opfcre comme dans l'exemple 1-6 en reraplacant les 
composes (Dmtr)a(TjT£)Ciiet et (Dratr)ot(TpTfl) resp&ctivement par les 
composes des exemples X-2 et X-3, On obtient le trinucleotide 
protege* 

5) (Dmtr)tt-d(b2A?rpbzA^TpT)bz 

Le diester <I>mtr)n-d(bzAjJT£bzA£Tfi) (1 equivalent) 
(prepare par decyanoStbylatiou du compose X-4 eelon l'exemple 1-5) 
est couple* avec I'tt-thymidine 3*-benzoyle (1 equivalent) selon 
l T exemple 1-4 pour donner le pentanuclSosidetetraphosphate protege. 

6) <Dmtr)o>-d<bzC£) 

En partant de la 3 1 ,5 , -diacetyl 0-D-d (N-benzoylcy tidi- 
ne) (Chem, Fhamu Bull. 1984, 32, 1441-1450} et en operant comme 
dans X-l-b et X-l-c, on obtient le diester, CCM (systSme B) : 
Rf*0,32. 

7) (Dmtr)a-d(bzC£bzCflTftT$)Cnet 

Le dinucleotide a-(T£) 2 Cnet (1 equivalent) (prepare* par 
detritylation de (Dmtr)a-(Tfl> 2 Cnet selon l f exemple II-5) est couple 
avec le mononucleotide <I>mtr) a-dbzC$ (1 Equivalent) en presence de 
KST (3 equivalents) selon I'exemple 1-4 pour dormer le trinucleotide 
protege (I>mtr}a-d(bzC#T£T£)Cnet qui 3 son tour est dStrityl€ puis 
couple avec le diester (Dmtr)a-dbzC^ comme precSd eminent . 

8) (Dmtr)a-d(bzC^b*CpT*Tpb2AjTfbzA^TeT)bz 

Le tStranucleotide 3 '-phosphodiester Qtaitr)o:-d(bzCjlb2- 
CflTfiT£) (1,2 equivalents) (prepare par decyanoettiylation du compose 
X-7 selon l , exemple 11-5) est couple avec le pentanucleotide 
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a-d(bzAprpbzA0TgT)bz (1 Equivalent) (obtenu par detritylation dc 
compost X-5 eel on I'exenple II-5) an presence de MST (3 Equivalents) 
salon l 1 example 1-4 pour doiraer le nonanucl&otlde protege. CCM 
(systeme A) : Rf«0.55. 
5 9) rAcr(CH 2 ) 5 ]a-d(pCpCpTpTpAptpApTpT) 

En part ant du compost X-8 at en operant comme dans lea 
exempleg II-5, II-6, II-7 et III-3, on obtient le prodult deprotegg 
dont la temps de retention est donne" dans le tableau III. 



TABLEAU III 
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COMPOSES 2 


SVSTEftS DE 60LVANX 
(A-B, gradient 1 in 6a Ira) 
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£Acr(CHj ]a-(pT) i 
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: IV 


[Prof(Ca^ 3 ]<t-[(sp5(Ip) 7 I] i 
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t PheCB 2 Ja-r C«p) (*p) ? x] ' 




t8 mti 6 sec t 




: VI 


[ Acr CCH 2 ) 5 ]a- (pT) fi (p s ) : 


de0i60\cnBenl5mn 


:6 no 48 sec: 




! VII [Acr(CH 2 ) s 3ft-(pT) a (p»>CH 2 g.^5^K 3 : 


<te0d60%et)BGnl5[Qn 


>7 dq 48 sees 




: vm [AcrCCH 2 > s ]o-(pT) B (p«)<» 2 C0 2 : 


de0i60\€nBrol5m 


r9 ton 12 sect 


20 


: X 


[AcrCCH 2 ) 5 3tt-<l CpCpCpTpTpApIpAplpT) i 


deOa60%cnBetJl5iBn 


:8 no $4 sect 








de0d50%«nBdi 25 tan 


: 9 m ; 




i 


tt-KflpXTp)^] i 


de 0i 60\oiBenl5m 


ilO no 54sect 



HPLC - Celcrane polyanion HR575 (Pharmacia) , debit 1 cm /mn 
A : lO'^M phosphate de potassium (pH - 6) 
25 B : M phosphate de potassium (pH - 6) 
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REVEND I CATIONS 



1. Nouveau derive d r ot-D-oligonucl6otide caracterise' en ce 
qu*±l r£pond A la formula genarale : 

R-L 




5 dans laquelle : 

- les radicaux B, idencicties ou diffe>ents, rep resent ant 

chacun una base nuclfiiqua naturella ou modifies, 

- las radicaux X, identiques oa d liferents, represent en t 
chacun un oxo anion 0", uti thioatiion S~, un radical alkyle, tm 

10 radical alcoxy, un radical aryloxy, on radical alkyle ou alcoxy 
substituS par un hSterocyde azotS, un radical eminoalkyle, un 
radical amino alcoxy ou un group etaent -Y-Z, 

- L represent e un acome d'oxyg&ne ou de soufre ou un 
groupesent -HH~, 

15 - j repre&ente un atome d'hydrogSna ou un radical hydroxy, 

et 

- n repxegente un nombre en tier qui pent Stre Sgal fi zero, 



♦ m 
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St ant entendu que, 

- lorsque L represent ant un a came de soufre ou un group e- 
ment -NH-, les radicaux Ret R\ id critiques ou difference , repr£sen- 
tent chacun tin atome d'hydrogfine ou ud group«unant -Y-Z ou Y'-Z* dans 

5 lequel : 

. Y et Y f , Identiques ou difffirents, representent chacuu 

un radical alcoylSne droit ou ram if 16 C-alk-) ou un radical 

£ EE E 

-P-S~ ou un radical -P-O-alk-, -P-S~alk- ou -P-alk dans lequel E a 
n n fi H 

10 0 OS 0 

les raemes significations que X ou un radical -alk-0-alk- ou un 

£ 

radical -alk-COKH-alk- ou un radical -F-O-alk-KHCO-alk ou un radical 
E ^ 

15 -p-o-alk-COHH-alk-, et 
II 
0 

„ z et Z f , identiques ou diff Trent's , representent chacun 
un radical correspondent S un agent d' intercalation ou un radical 
porteur d'une fonction qui reagit directement on indirecteaent avec 
20 lea chatnes de nucleotides ou un radical dont la presence permet une 
detection facile et sensible* 

- lorsque L representent un atome d'oxygSne, lea radicaux 
R et R*. identiques ou diff erents, representent chacun un atone 
d'hydrogene ou un groupement -Y-Z- ou Y'-Z* dans lequel Y, Y\ Z et 

25 Z* sont d€finls comme pre* cfidemment , St ant entendu que I'tm au molns 
dea radicaux R et R f contiant un radical intercalant ou un radical 
chimlque rSactif , 

- lorsque L repr£sentant un atome d'oxyg&ne, R et R* 
representent chacun un atome d^ydrogene et B represente une base 

30 xmcieique modifiee activable et/ou comport ant un groupement interca- 
lant* 

2. Nouveau derlvS salon la revendication 1 caracterise* en 
ce que l'egent d T intercalation Z ou Z" eat cboiei parml les compose* 
polycycllques ay ant une configuration plane* 
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3. Nouveau d§rlve selon la revendicatlon 2 caracterise* en 
ce que l f agent d 1 intercalation Z ou Z f est cholsi parml 1* acrid ine 
et sea de'rive'B, la furocoumarine et see deriv&s* la daunoinycine et 
lee autres derives de l'anthracycllne, la 1,10-phenauthroline, la 
5 phenanthridine et sea derives, la proflavine, lea porphyrin.ee , lee 
derives da dipyrido [1 ,2-ai3 f ,2 f -dl imidazole, l'ellipticine ou 
I'ellipticinium et leura d£rlv£s et le diaz apyrene et aes derives. 

A. Nouveau derive salon la revendicatlon 1 caractSrise en 
ce que lea groupes chimiquas react if s Z ou Z* sent choisie parml 
10 l'aclde £thylene-diam±ne-t€traac€tique, l'acide diethylene-triamine- 
-pencaacfitique, les porphyrines, la 1 , 10-phenanthroline. l f azido-4 
ac&tophenone, 1 r €thyl&ne*lmlne, la p-chloro§thylamine et leure 
dferivSs. 

5. Nouveau d€riv£ selon la revendicatlon i caract€rle€ en 
15 ce que le radical B est un radical correspondent a la thymine, 

1* adenine, la 2~aminoadenine et sea derives substitute, la cytosine, 
la guanine et sea derives substitu£s, l'uracile, le bromo-5 uracile, 
l'azido-8 adenine, la 7<-d£azaadeoine, la 7-deazeguanine et les 
derives de ces bases comportant un groupement inter calant et/ou un 
20 groupement chimiquement ou photochlmlquement activable. 

6. Nouveau derive selon la revendicatlon 1 caraetSrisfi en 
ce qu'il eat choisi parmi : tf-tfTp^TKY^Zj i Z 2 (Y 2 >er-[ (Tp^T] ; 
Z 2 (Y 2 )a-t(Tp) n T]Cr i )Z 1 ; Z 2 (Y 2 )ft-d(CpCpTpTpApTpApTpT>, A reprSeen- 
tant un radical a-D-desoxyadenosine, C representant un radical 

25 a-D-dSaoxycytidiDe, T represent ant un radical a-D- thymidine, n Stent 
un nombre entiex compris entre 1 et 25 ; Yj et Y 2 reprfisentent un 
radical alcoylene contenant 1 a 10 atomee de carbone et Z^ et 
repr$sentant chacvn un derive" de l'acrldlne ou un d6riv£ de la 
proflavine ou un derive* de la 1 ,10-phenan thro line on un d6rlv& de 

30 l f azido-4 ace'tophe'none ou un d§rivS de l'Q>TA ou un derive" de la 
blot ine, 

7. ProcedS de preparation d 'un nouveau derive selon I'une 
dee revendl cations 1 It 6 caractSrise" en ce que l'on prepare les 
derives totalement proteges et que l'on £1 inline les groupement s 

55 protect cure . 



m 
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8, ProcgdS se Ion la revendication 7 caractSriee en ce que 
l'on couple un a-D-oligonudeatide 3'-phosphodiester protege avec 
l'bydroxyle de I'agent Intercalant ou du groupe chlmique reactif ou 
avec l , bydroxyle*5 t d'un a-B-ollgonucl^otlde prot£g£ possSdant dSjS 
5 l 1 agent d 1 Intercalation ou le groupe chlmique re"acti£. 

9* Proc€d£ selon la revendication 7 caracterise en ce que 
l'on couple soit tm a-nucleotide 5 '-phosphodieater protege avec 
l'bydroxyle de 1' agent intercalant ou du group* chlmique reactif 
soit un diester portent 1' agent intercalant ou le groupe chlmique 
10 reactif avec 1' hydroxy le-5 ' d 'un a-D-oligonuclSotide protege. 

10. Procedfi scion la revendication 7 caractSrise* en ce que 
l'on couple 1 'hydroxy le de l f agent intercalant ou du groupe chlmique 
reactif avec un 0E-D-oligonucieotide-3 , -5'-bis-(phoaphodieater) pro- 
tege. 

15 11. ProcEde selon la revendication 7 caractSrise en ce que 

l'on couple un dieater porteur de l f agent intercalant ou du groupe 
chlmique reactif avac 1 'hydroxyle-5 ' d'un a-D-oligcmueleotide 
protege possSdant dejS un agent intercalant ou un groupe chimique 
rSactif . 

20 12- Procfide selon la revendication 7 car act axis 6 en ce que 

l'on realise la d&protectlon des gxoupes phosphoesters aryles en 
milieu anhydre & l'aide d'acide beiu&ohydroxamique et en presence de 
base tertiaire non nucleophile. 

13. Froc£d£ de preparation d'un nouweau derive selon I'une 
25 dec revendications 1 a 6 caract&rlag en ce que l'on prepare lee 

derives a-3>-oligonucl*otides non protegee comport ant un groupe 
thiophosphata a l'une des extremitee 3" ou 5 T ou aax deux extr Smites 
3' et 5' de la chains nudSotidique * 

14. Precede selon la revendication 13 caraeterisS en ce 
30 que l f on couple un a-D-oligomicleotide 3 f -thiophosphata non protege 

avec un halogenoalkyle porteur de 1* agent intercalant ou d'un groupe 
chlmique. 

15. Proc6dg selon la revendication 13 caracteris* en ce 
que l'on couple un a-D-oligonucl6otide 5 '-thiophosphate non protege 

35 avec un halogenoalkyle porteur de I'agent intercalant ou d'un groupe 
chlmique . 
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16. Proc€d€ selon la revendlcatlon 13 caract&rise' en ce 
que 1 'cm couple un ot-D-oligc nucleotide 3* ,5 '-bisthiophoaphate non 
prot£g£ avec un halogenoalkyle porteur de I 1 agent lntercal&nt ou un 
groupe chimique. 

5 17. Application d'un derive* selon I'une des revendications 

13 6$ tltre de sonde pour la detection d'une sequence d€termln£e 
d'ADN ou d'ABN. 

18. Application d'un derivS selon l'une dee revendi cations 
1 & 6 a la purification d'une sequence determine© d'ADN ou d'ARN. 
10 19 ♦ Application d'un derive" selon l'une des revendications 

1 a 6, dans lequel 2, 2* ou B represente ou contieut un groupement 
activable. a tltre de nuclease artificielle specif Ique d'une 
Sequence determined d'ADN ou d'ARN. 

20. Application d'un dexivS selon l'une des revindications 
15 1 a 6 pour bloquer selectivement 1 'expression d'un gene soit par 
hybridation soit par coupure selective soit par modification 
chimique du gene ou de 9 on ARN mess age r d'origine cellulaire, 
vlrale. bacterienne ou paras it aire. 

• 21. Application d'un derive selon l'une des revendicatlons 
20 1 & 6 pour bloquer s Sleet ivement 1 'expression d'un ARF viral soit 
par hybridation eoit par coupure eoit par modification chimique de 
l'ASN viral ou de son AHN messager. 

22- Application d'un derive de forraule genSrale : 




OH J 



* 
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dans laqu&lle J et X sortt d£finls corame dans la revindication 1 et B 
represents une base nucl£ique nature lie a tit re de sonde pour la 
detection d'une sequence determines d'AIlN ou d'AKtf. 

23. Application d T un derive* tel que defini dans la reven- 
dication 22 3 la purification d'une sequence determinee d'ADN ou 
d'ARN. 

24. Application d T un derive" tel que dgfini dans la reven- 
dlcacion 22 pour bloquer selectivement 1* expression d'un gene par 
hybridation selective du gene ou de son ASH messager d'origine 
cellulalre, vlrale, bacterienne on paras it aire. 

25. Application d T un derive tel que defini dans la revin- 
dication 22 pour bloquer selectivement 1' expression d'un ARN viral 
ou de son ARN messager* 

26 „ A tltre de medicament nouveau un derive selon l'une 
dee revindications 1 a 6 utilieable comme antiviral, antitumors!, 
antlbiotiqua ou antiparaaitaire ou dans toute path ol ogle ou un gene 
est anorma 7 ercnent exprimfi aolt par nutation solt par deregulation. 

27* A titre de medicament nouveau un derive* tel que dfifini 
dans la revendication 22 utili sable comme antiviral » antitumoral, 
antibiotique ou antiparasitalre ou dans toute pathologie ou un gene 
est anonsalement exprim€ solt par mutation solt par deregulation. 
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Ph: ROTTER 



OBJET DE IiAVIS DOCUMENTAIRE 



■ Conferant a eon titulaire le droit exciusif d'exploiter llrtvention, Id brevet const it ue pour las tiers, 
une important© exception • \* tiberte dentraprendre, 

Cest la raison pour laqueMe la toi arevolt qu'un brevet nest valabte que si, entre autres conditions, 
llnventlon : 

• est "nouvdfe^ cfesteVdire nfe pas ete rendue publique en quefque lieu que ce sort avant sa date de depot, 

• Implique une ^aclivite inventive", cest-a-cfcre d6passe le cadre decequi aurait ete evident pour un homme 
du metier. 

■ L'lrtstiti/t nest pas habillta, eauf absence manifesto de nouveaute, a refuser un brevet pour une 
Invention ne repondant pae aux conditions cklessus. 

Cest aux tribunaux qull appartient dfen pronortoer la nulifts a ta demande de toute person ne interes 
see> par example a roccaslon d\ine action en contrefacon 

Llnslitut est toutefois charge dfcnrtexer a chaque brevet un "AVIS DOCUMENTAIRE" destine a eclairer 
le public «t les trlbunaux sur lee antertorfles euaceptlbles de sbpposer a la vaUdtte du brevet. 

CONDITIONS D'ETABLISSEMENT DU PRESENT AVIS 

■ fl a eid etabll sur la base das "Yavendlcattorit" doni la function est de deflnlr tes points sur tos- 
quels I'invanieur eatime avoir faft ceuvre Inventive et entend en consequence aire protege. 

■ II a 6le etabli a rissue d une procedure contradletoim ft) au cours da laquelle : 

le results* d'une recherche tTantertcrrtes effectuee parmi les brevets el autres publications a et6 
not if i 6 au demartdeur et rendu public 



E3 



□ les Here ont presents des observations vlsant a completer te res u I tat de la recherche 

□ le demandeur a modifie (as rsvandtoattcns pour tenir compte du fesultat de oette recherche 

r-i le dernandeur a modifie la description pour en eliminer les elements qui rfetalent plus en concor- 

LJ dance avec les nouveilea rove ndl cat Ions. 

{2 le dernandeur a preaente dee observations pour justrfier sa position. 



EXAMEN DES ANTERIORITES 



r-i Cet examen rfa pes ete" necessalre, car aucun brevet ou autre publication rVe ate releve en cours 

L - 1 de procedure 

r-i Lbs brevets et autres publications CO, cLaprea, cites en cours de procedure, rtfont pas M examines 

LJ car pour etre efficace. cet examen suppose au prealable une verification des priori tes £2) : 



IS Lbs brevets et autres publications (1) cfapres, cites en cours de procedure, rVont pae eta ratenus 
comme arrteHorrtea : 

EP — A - 0 165 787 FR - A - 2 540 122 

NUCLEIC ACIDS RESEAFCH, vol. 14, no. 12, 1986, pages S0^9-5035 



CONaUSION : EN LETflT, AUCUNE ANTERIORITE N'A ETE RETENUE g 

3 

| 

(2) - Tout rnm*fgnmm*nt pevt 4tf abrmttu dm t'lNPl z 4*m*ndir I *§M+*o6mofm ~timrtaf*trwi 91 ( xHwHim cts". a 
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